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　　　　　In　the　previous　study　of　this　series，　fibrinogen（Fg）一producing　cells　were　not　detected．　im．muno－
histochemically　in　the　liver　of　normal　rats　fixed　by　perfusion　with　8％paraformald母hyde　solution．
　　　　　In　this　condition，　albumin（ALB）and　transferrin（Tf）were　cl．early　demonstrated　in　the　cyte－
plasm　of　all　hepatocytes．
　　　　　Based　upon　the　above：mentioned　results，　we　considered　that　the　con．tent　of　F．g　in　normaI
hepatocytes　would　be　too　low　to　be　dete¢ted　by　the　immunoperoxidase　technique．
　　　　　In　the　present　study　we　examined　Fgっositive　cells　in　the　liver　under　the　following　experimen－
tal　conditions．．
　　　1）　Rats　were　injected　with　dexamethasone（0．1　mg／100　g　body　weight）12　hours　prior　to
sacrifice　to．stitnulate　Fg　production，　followed　by　cQlchicine（0．25　mg／100　g　b．　w，）injection　4　hours
later　for　the　inhibition　of　Fg　secretion．　Fg　was．　demonstrated．in　all　hepatocytes　by　the．　i血munoper－
Qxida：se　technique．
　　　2）　Rats　were　intraperitoneally　administered　with　endotoxin（0．03　mg／！00　g　b．　w．）2hours　prior
to　sacri丘ce．　Microthrombi　were　found　in　the　sinusoidal　lumen　of　the　liver　and　Fg　was　demonstrated
in　the　hepatocytes．
　　　　　These　results　indicate　that　there　may　be　no　special　assignment　among　individual　hepatocytes
and　that　all　hepatocytes　can　produce　Fg　under　certain　conditions．
　　　　　Fg　was　demonstrated　i㎜uno－electron　microscopically　on　the　rough　endoplasmic　reticulu血and
on　the　nuclear　envelope　of　the　hepatocytes　under　the　above　rnentioned　experimental　conditions．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　February　1，1982　and　accepted　March　1，1982）
1　緒 言
　第1報においてわれ．われはalbumin（以下ALB）や
transferrin（以下Tf）など．C肝細．胞が産生，保有する
可．溶性蛋白の固定には灌流固定が最も優れていること
を確認した｝）
　　さら．にこの．方法を用いて，正常ラット肝ではほぼ100％
の肝細胞がALBおよびTfを産生していることを明ら
かにすることができた。
　　し．かし同様に肝で産生される血漿蛋白である丘bri一
．nogen（以下Fg）に関しては陰性という結果に終わり，．
Fg産生細胞の．同定はできな．かっ．た．その原因は恐らく
正常のラット肝では，肝細胞が産生するFgの量がわず
かで，わ．れわれの用いた．酵素抗体法の感度では検出で
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きなかったためと推測された．
　そうであれぽ同じ酵素抗体法を用いても，肝細胞に
正常時以上のFg蓄積をおこす条件を与えると，検出す
ることが可能になるはずである．そこでFgの肝細胞外
への分泌の抑制と，産生の充進によりFgの肝細胞内蓄
積状態を作り出した．前者の目的ではmicrotubule
systemを阻害することにより，肝細胞の蛋白合成能に
変化を与えることなしに分泌を抑制するcolchicineを
投与した．後老の目的では蛋白同化作用により，肝細
胞での血漿蛋白産生を充進させるsteroid　hormoneを
投与した．
　一方，これらの薬剤負荷による直接的な変化以外に，
間接的な方法で肝細胞の自然なFg産生予備能をみるた
め，丘brin血栓の形成がその発生病理に深く係ると考え
られるendotoxin　shockを実験的に作製し，血中での
Fg消耗状態下での肝を検索した．
2　実験方法
2・1　動　　　物
体重180～2009のWistar系雄ラット（オリエンタル
心素飼料で飼育）を用いた．
2・2　Fgの分泌抑制と産生高進
　Colchicineとsteroid　hormoneの投与量はそれぞれ
Feldmann　et　aPとJeejeebhoy　et　al§）に従い，各々
の単独投与および組み合わせ投与を行った．
実験群
　1．対照群：生理食塩液を1mg／1009体重の割合
で腹腔内注射し，II～III群と同一の時間に2匹ずつの
肝を検索した。
　II．　Colchicine単独投与群：2．5mgのcolchicine
（半井化学特級）を10m♂の生理食塩液に溶解し，その
1m〃100g体重を腹腔内注射した．注射後4，6，8，
10時間に3匹ずつの肝を検索した．
　III．　Steroid単独投与群：0．1mgのdexametha－
sone（Decadron，日本メルク萬有）を1mJの生理食塩
液に溶解し，1m1／100　g体重を腹腔内注射した．注射
後12，24，36時間に3匹ずつの肝を検索した．
　IV．　Steroid，　colchicine組み合わせ投与群：1，II
群の血中Fg濃度から，最大の肝細胞内Fg蓄積が予想
されるdexamethasone投与12時間，およびcol－
chicine投与8時間を組み合わぜた．すなわち，3匹の
ラットにdexamethasoneを注射した4時間後にcol－
chicineを注射し，その8時間後に肝を検索した．
2・3　Endotoxin肝障害の作製
　大腸菌のendotoxin（lipopolysaccharide　E　coli
0127；B8Difco　Lab．）を生理食塩液に溶解し，平
田・金子4｝の投与法に従い0．03mg／100　g体重を腹腔内
注射した．Endotoxin注射後1，2，8，12時間に各々
4匹ずつの肝を検索した．なお生理食塩液のみを腹腔内
注射したものを対照群とし，endotoxin投与群と同じ時
間に2匹ずつの肝を検索した．
2・4　固定および免疫組織化学の方法
　2－2，および2－3で用いたラット肝はすべて0．1Mヵ
コジル酸緩衝液でpH　7．4に調整しカコジル酸緩衝液で
pH　7．4に調整した8％paraformaldehydeで門脈より
灌流固定した．
　2－2の1～III群のラットでは，灌流固定の直前に下大
静脈より約1mJの採血を行った．
　固定した肝は霜葉の最大幅の部位で2mmの厚さで
切り出し，7．5％庶糖加0．1Mカコジル酸緩衝液（pH　7．4）
で4℃，2晩の洗浄をしたのち型通り脱水，透徹し軟パ
ラフィン（融点52～54℃）に包埋した．
　4μの厚さのパラフィン切片を作製し，脱パラフィン
後，酵素抗体間接法にてFgとALBの染色を行った。
　これらの組織の一部はNakane　and　Pierce5）の方法
に準じて免疫電顕用に処置した．
2・5　血液生化学的検索
　採血した血液は9：1の割合で3．8％sodium　citrate
を加え血漿分離し，血漿中のFgをトロンビン法で測定
した．
3　成 績
3・lColchicineないしdexamethasone投与による血
　　漿Fg値の変動
　Colchicine単独投与群では4時間後に血漿Fg値の
低下が認められ，8時間で最も二値を示した（Fig．1）．
　Dexamethasone単独投与群では12時間後に上昇を
認めたが，24時間，48時間では対照群との間に差を認
めなかった（Fig．2）．
　これらの結果より，colchicineとdexamethasoneの
組合わせ投与群の時間設定はcolchicineの分泌抑制効
果が最大となる8時間と，dexamethasoneによる合成
充進が最大となる12時間を組み合わせて行った．
3・2Colckicineとdexamethasone投与群の光顕的
　　免疫組織化学所見
　II群のcolchicine単独投与群では，　Fgは8時間目
の肝組織で対照と比較して弱陽性と判定される染色が
認められた．グリソン鞘周辺にやや強く，中心静脈に
向かって弱くなる傾向が認められた（Fig．3）．4，6，10
時間の肝組織では対照との間に明らかな差は認められ
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Fig．1　Plasma　concentration　of　Fg　decreases
　　　signi丘cantly　by　8　hours　after　injection　of
　　　colchicine．（mean±S．　D．）
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Fig。2　Plasma　concentration　of　Fg　increases
　　　slightly　at　12　hours　after　injectiori　of
　　　dexamethasone．（mean±S．　D．）
なかった．
　III群のdexamethasone投与群ではどの時間の肝組織
も対照と比較して明らかな陽性所見は認められなかっ
た。
　一方，IV群の組み合わせ投与群ではほぼ100％の肝細
胞でFgが陽性に染まった．強拡大の観察で反応産物は
穎粒状を呈することが確かめられた．小葉内で，反応
はグリソン鞘周辺に強い傾向が認められた．Kupffer細
胞，内皮細胞，胆管上皮はすべて陰性であった（Fig．
4）．
　対照として正常肝や血漿で吸収した1次血清を用い
ると，肝細胞は陰性となった．
　ALBに関してはこれらの群で著しい変化は認めず，
すべての群で100％の肝細胞に陽性であった．
3・3　Endotoxin投与群の光顕的免疫組織化学所見
　肝の組織学的所見は平間・小川1）Hirata，　K　et　al了｝
の報告とほぼ同様であった。
　Endotoxin注射後1時間目では好中球の類洞内浸潤
とKupffer細胞の増加が著明であった．この時期の組
織でFgを染めると対照群と同様に陰性であった．
　2時聖目になると，類洞の好中球浸潤がさらに高度に
なり，小葉中間帯に小血栓形成が認められた（Fig．5）．
Fgを染めると類洞の血栓に強い反応が認められ，同時
にほとんどの肝細胞が陽性に染まった（Fig．6）．強拡大
で反応産物は穎粒状を呈していた．
　8時問目ではさらに血栓形成が進み，一部の肝細胞に
壊死が認められた．Fgは肝細胞に陽性に染まるが，反
応の強さは著明に低下した（Fig．7）．壊死巣では特に強
い反応がみられたが，これは肝細胞に存在するはずの
ないIgGも同様に染まるため，壊死した肝細胞に血漿
成分が浸透したものと解釈された．同じ組織でALBを
染めると反応は著明に低下していたが，壊死巣ではFg
と同様に強い反応が認められた（Fig．8）．
　12時間目では小葉中間帯を主とする肝細胞の巣状壊
死が多発していた（Fig．9）．この時期ではすでに肝細胞
のFgは陰性化していた（Fig．10）．
　全経過を通じて，ALBの染色の強さは肝障害の進行
に伴って減弱する傾向を示し，12時間目ではFgと同
様に陰性となった．
3・4　電顕的免疫組織化学所見
　Colchicineとdexamethasoneの組み合わせ投与群
およびendotoxin投与群の2時間目の肝をFgの免疫
電顕で観察すると，Fgの反応産物は肝細胞の粗面小胞
体と核膜の一部に局在が認められ（Fig．11），このこと
から光顕での陽性所見がFgの産生を意味することが明
らかになった．
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4　考 察
4・1Colchicine，　steroid投与による影響
佐藤昌明・他
Ho㎜oneや薬剤，食餌などが肝の血漿蛋白産生に影
響を与えることはよく知られている．
　Jeejeebhoy　et　a13，亀9～は新生される血漿蛋白をL4Cの
取り込みから測定する方法で，様々な状態でのラット
のALB，　Fg，　Tfの変動を調べ，低蛋白食やethanol
投与でALB産生が著明に低下することをみている．一
方，逆にcortisonやgrowth　hormoneの投与でこれら
の血漿蛋白の産生は約2倍に充進ずるという．また
Grienger　et　al｝o）は培養肝細胞のFg合成がcortico－
steroneやdexamethasoneの添加で3倍に高まると報
告している．このようなglucocorticoidの作用は主に
messenger　RNAの増加を介して行われると考えられ
ている．
　血漿蛋白量を減少させる薬剤としてはpuromycinや
actinomycin　Dが挙げられる．これらは肝の蛋白合成
を阻害するもので，前者はtransfer　RNA｝1）後者は
messenger　RNAI2）の段階で蛋白合成を抑制すると考え
られている．
　Colchicineやvinblastineなどの薬剤も同様に血漿蛋
白を減少させるが｝3’14）これらは少なくとも通常の投与
量では蛋白合成に影響を及ぼさない．肝細胞のmicro－
tubule　systemが血漿蛋白の分泌に関与しており，分泌
の阻害より血漿蛋白が減少すると考えられるから，逆
に肝細胞内での蓄積が予想される．Very　Iow　density
lipoprotein（VLDL）は肝細胞で合成され分泌される
リボ蛋白であるが，colchicine投与により分泌が阻害さ
れ肝細胞内に蓄積することが，伊藤・森15）により観察
されている．
　われわれは今回colchlcine，　steroid単独投与群，両
者の組み合わせ投与群を設けて，肝細胞における血漿
蛋白産生が充諒し，かっこれが肝細胞内に蓄積する状
態を作り出した．
　血中のFg濃度を調べるとcolchicine単独投与群で
は投与後8時間で最も低下し，この時期の肝細胞にFg
の蓄積が最大になることが予想された．実際8時間の
肝のFgを酵素抗体法で検索すると，グリソン鞘周辺に
弱いながら明らかな陽性所見が認められた．これは
Feldmann　et　a13）の観察とほぼ一致する．
　Steroid単独投与群では投与後12時間で血中Fg濃
度が最大になった．しかし酵素抗体法では明らかな陽
性所見は認められず，合成されたF9は直ちに分泌され
肝細胞内に蓄積されないものと考えられた．
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　血中Fg濃度から予想されたように，　steroid　12時
間，colchicine　8時間の組み合わぜ投与群が肝細胞内で
の最大のFg蓄積を示し，100％の肝細胞で明らかな陽
性所見が認められた．
　この結果は，すべての肝細胞がFg産生能力を有する
ことを示し，Hamashima　et　al｝6）の説とはあいいれな
い．
　さらにcolchicine投与で弱いながらも陽性所見が認
められたことは，Fgが正常でも僅かずつ合成されてお
り，その量は通常の酵素抗体法の感度では検出できな
かったことを示唆する．
　またグリソン鞘周辺にFgの蓄積が多いという勾配が
存在したことは，肝小葉内における肝細胞機能の
heterogeneityという点からも興味深い．肝に存在する
酵素の多くは小葉内で活性の勾配を有することが，酵
素組織化学や免疫組織化学で確かめられている」7’18｝この
理由はRapPaport　et　al19）のsimple　liver　acinusの概
念に基づき血流との関係で説明されることが多いが，
種々の肝病変に小葉内で好発部位が存在する理由を説
明するのに都合がよい．
　Fgが小葉周辺帯，すなわちRapPaport　et　al．の
zone　Iでより多く合成される理由もやはり血流と，こ
の部位に活性の高い酵素に関連して説明され得るかも
しれない．またLeBouton20）は3H－leucineを投与した
肝をautoradiographyで検索し，　leucineの取り込みに
よる蛋白合成はZone　Iが最初にピークを示し，次第に
zone　II，　IIIにピークが移行して最終的にgrainの数は
小葉内で差がなくなると報告しているが，Fgのように
正常では僅かしか合成されておらず，刺激があれぽ迅
速に合成を開始し，刺激が去れば直ちに前値に復する
ような応答の早い蛋白の場合は，zone　Iが優位になる
と考えられる．一方ALBやTfの小葉内勾配が不明瞭
だったのは，これらの蛋白が恒常的にかつ比較的大量
に合成され続けているためと考えられる．
4・2　Endotoxin　shock時における血漿蛋白産生細胞
　　の変動
　病的状態における血漿蛋白の変動に関しても多くの
研究がみられる．
　ALBの低下は消耗性疾患で栄養摂取の低下とも関連
して認められる．Tropical　sprue21｝の低ALB血漿は腸
管でのALB漏出とともに，肝での産生低下が主要な因
子とされている．
　一方，やはり低ALB血症がみられる肝硬変22）や
nephrotic　syndrome23）では，逆に個々の癌細胞での
ALB合成は充噂しているといわれる．
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　FgはC－reactive　proteinなどと共にacute　phase
reactantsの一つとされ，炎症の存在で著明に変動する．
Courtoy　et　al14）はラットにturpentineを注射した実験
的炎症で，肝におけるFg，α1－acid　glycoprotein，
α2－macroglobulin，　haptoglobinの4種のacute
phase　reactantsの産生細胞の数は．血中Fg濃度に平行
して増加することを報告している．
　Fgはさらに血液凝固系の主要な因子であり重合して
不溶性の丘brinを形成する．この丘brin形成が最も急激
におこるのはDICの際で，いたる所の毛細血管で飾rin
血栓ができる．実験的にはendotoxinの腹腔内注射で
同様の病変をラットに作ることが可能である←鋼
　われわれはfibrin形成による血中Fgの消耗が肝細胞
でのFg産生を促進するのではないかと考え，ラットに
endotoxinを投与し経時的に肝のFg産生細胞を検索し
た．その結果類洞に丘brin血栓が形成されるendotoxin
投与後2時間の肝で，ほぼ100％の肝細胞がFgを産生
していることがわかった．Fgの反応の強さはその後肝
壊死が高度になるに伴い減弱した．
　これはすべての肝細胞が機能的要請に応じてFgを大
量に産生する予備能があることを示している．後になっ
てFgが陰性化したのは前細胞自身の消耗によると考え
られる．
　さらに今回，抗Fg血清が飾rinとも同様に反応し，
通常のヘマトキシリγ・エオシン染色や燐タングステ
ン酸・ヘマトキシリソ染色よりも血栓の存在を確実に
捕え得ることがわかった．山本ら251はendotoxin　shock
時の補体の肝臓内局在を検索しているが，それによる
とendotoxin投与後30分でC，がKupffer細胞や類洞
内皮細胞に沈着するという．今回の飾rin形成は2時間
後であり，これを併せて考えると，まず活性化された
補体がKupffer細胞や内皮細胞を障害してlysosomal
enzymeの放出をうながし，さらに障害部位に丘brin形
成，血小板凝集が生じて血栓形成が進み，循環障害の
ため肝細胞の壊死がおこるという図式が描かれると思
われる．この方面での検索が今後のendotoxin　shock
の研究に役立ち得るものと思われる．
　一方，ALBは病変の進行につれて染色性が減弱した．
これは産生の低下を意味するが，endotoxin　shockの
病態がALB合成を直接阻害するのか，あるいは急激な
Fgの消費により肝細胞がFgの産生に専念するため2
次的にALB合成が低下するのかは興味ある問題である
が，今後解明されるべき課題であろう．
5　結 論
　正常ラット肝で免疫組織化学的に検出できなかった
Fg産生細胞を，種々の負荷を与えることによって検出，
同定することを試みた．その結果，次の結論を得だ．
1）　Colchicineの投与でラット肝細胞のFg分泌は抑
　制された．一方dexamethasone投与でFg産生は充
　進した．
2）Dexamethasoneとcolchicineの組み合わせ投与
　で，肝細胞にFgの蓄積状態を作製し得た．この条件
　下ですべての肝細胞にFgが認められた．
3）　実験的endotoxin　shockの早期では，すべての肝
　細胞でFg産生が認められた．肝壊死が進む後期にな
　るとFg産生は低下した．一方ALBは早期から産生
　の低下が認められた．
　以上より，すべての肝細胞はALB，　Tfと同様にFg
を合成する能力を有しており，個々の肝細胞にこれら
の血漿蛋白産生において分担がないことが明らかになっ
た．
　稿を終えるにあたり，御指導ならびに御校閲を賜っ
た小野江晶晶教授に深謝いたします．また御協力をい
ただいた第2病理の諸先生ならびに研究補助員の諸嬢
に感謝いたします．
　本論文の要旨は，第69回日本病理学会（1980年，札
幌）において発表した．
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Explanation　of　Figllres
Fig．3　1mmunohistochemical　demonstration　of　Fg　in　the　liver　at　8　hours　after　injection　of　colchicine．　The
　　　　　　　hepatocytes　in　the　periportal　areas　are　weakly　stained．　portal　triad（p）．（×110）
Fig．4　1mmuno．histochelnical　demonstration　of　Fg　after　the　combined　adlninistration　of　dexamethasone　and
　　　　　　　colchicine．　All　hepatocytes　are　stained．　Note　the　intense　reaction　in　the　hepatocytes　around　the
　　　　　　　portal　triad（p）．（×　110）
Fig．5　H＆Estained　section　of　the　liver　at　2　hours　after　injection　of　endotoxin．　Many　inHam．matory　cells
　　　　　　　　are　seen　in　the　sinusoid．　Fibrin　thrombi　are　hardly　recognized　in　this　section．．（×110）
Fig．6　1mmunoperoxidase　staining　of　Fg　in　the　same　specilnen　shown　in　Fig．．5．　Fibrin　thrombi（arrow）are
　　　　　　　darkly　stained．　Alm．ost　alI　hepatocytes　are　positive　for　Fg．（×110）
Fig．7　1mmunohistochemical　demonstration　of　Fg　at　8　hours　after　injection　of　endotoxin．　The　intensity　of
　　　　　　　亡he　reaction　decreased　markedly．　The　darkly　stained　area　shown　in　the　upper　left　is　composed　of
　　　　　　　necrotic　hepatocytes，　and　in　considered　to　be　the　result　of　an　influx　of　plasma　constituents　int．o　the
　　　　　　　damaged　hepatQcytes．（×110）
Fig．8　1mmunohistochemical　demonstration　of　ALB　in　the　liver　shown　in　Fig．7．　The　intensity　of　the　reac－
　　　　　　　tion　decreased　markedly．　The　necrotic　hepatocytes　are　darkly　stained．（×110）
Fig．9　H＆Estained　section　of　the　liver　at．！2　hours　after　injection　of　endotoxin．．　Focal　necrosis　of　hepato－
　　　　　　　cytes　is　seen　through　out　the　Iiver．（×　110）
Fig．10　1mmunohistochemical　demonstration　of　Fg　in　the　liver　shown　in　Fig．9．　No　positive　reaction　is　seen
　　　　　　　　in　intact　hepatocytes，　whil．e　necrotic　areas　show　intense　reaction．（×110）
Fig．11　1mmuno－electron　microscopic　demonstration　of　Fg　in　the　hepatocytes　after　the　combined　administ－
　　　　　　　　ration　of　dexamethasone　and　colchicine．　The．　reaction　products　are　seen　on　the　rough　endoplasmic
　　　　　　　reticu1．um．（RER）．　Mitochondria（M）are　not　stained．　Nucleu亘（N）．（not　stained　w．ith　heavy　metals．×
　　　　　　　33，000）
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